













群 1.17± 0.11× 106個／匹（mean ± S.E.）に比較して，ジャングルハニー投与群 5.13± 0.28× 106
個／匹で，4.38倍の有意 (p < 0.05)な増加が認められた．ジャングルハニー腹腔内投与により
増加した細胞の Dot Plotを FACSにより解析したところ，ジャングルハニー投与群で，FSC値
120～400，SSC値 200～800の部分に，対照群では認められない細胞集団の出現が認められた．
この細胞集団を特定するために，細胞表面抗原に対するモノクローナル抗体を用いて検討した
ところ，ジャングルハニー投与群で，Gr-1陽性細胞比率の有意 (p < 0.05)な増加が認められた．















ニー溶液を 5分画に分け，各画分 (Fr.) 刺激による IL-1β mRNAの発現比率を検討した．非刺
























の影響としては，Manuka honeyによるヒト単球由来 Mono Mac6細胞株の IL-1β，IL-6，TNF-α





























的リン酸緩衝溶液：日水製薬）で 10mg/mlに調整し，0.22 μmフィルター (MILLIPORE)を通し





計 (RI)で検出した．OHpak SB-802 HQカラム (Shodex)を用いて，ジャングルハニー 100mg/ml
を流速 1ml/minで PBSにより溶出した．25分間溶出し 5分間隔で分取し，0–5分をフラクショ
ン 1 (Fr. 1)，5.01–10分を Fr. 2，10.01–15分を Fr. 3，15.01–20分を Fr. 4，20.01–25分を Fr. 5と
して分画後，一晩凍結乾燥後，各画分の重量を測定し，上記と同様に調製した．
2.3 実験動物






腫瘍細胞は，Lewis Lung Carcinoma 2(LL/2)腫瘍細胞を使用した．LL/2腫瘍細胞はMEM(+)培
養液 [D-MEM（ナカライテスク）500mlに 10%FCS，ペニシリン 100U/ml，ストレプトマイシン
100 μg/ml]により，10 cmシャーレ (FALCON)で 2～3日おきに継代し，維持した．継代後 2日目
もしくは 3日目の細胞をトリプシン-EDTA溶液（0.25%トリプシン：0.02%EDTA = 1 : 1，ナカ
ライテスク）を 2ml添加し，その後MEM(−)培養液 [D-MEM，500mlにペニシリン 100U/ml，
















2.7 腹腔細胞の Dot Plotと細胞表面抗原
上記で得た腹腔細胞浮遊液を FACS緩衝液で再懸濁し，細胞浮遊液 100 μl（1 ×105個）を FITC
(fluorescein isothiocyanate)標識した抗 CD3抗体 (BD. Bioscience)，抗 CD11b抗体 (BD. Bioscience)，
抗 CD19抗体 (BD. Bioscience)，抗 NK抗体 (BD. Bioscience)，PE (phycoerithrin)標識した抗 Gr-1
抗体 (BD. Bioscience)を FACS緩衝液で希釈し，0.5 μg/100 μlの抗体希釈液と 4◦C，45分間反応
させた．反応終了後，FACS緩衝液2mlを加え，1000 rpm，10分間遠心洗浄を 2回行った．上
清を取り除き，300 μlの FACS緩衝液を加え FACSsort (BD)を用いて，Dot Plot解析した．FSC

















9mlを素早く加えて細胞を懸濁し溶血させ，10秒後に 1mlの 10 × PBSを加えて溶血を止めた．
1000 rpm，10分間で遠心後，上清を除去し，R(+)で 2 × 106 個／mlに調製した．走化性の測定
には EZ-TAXIScan（GEヘルスケア）を用いた．EZ-TAXIScan用チップの各チャンネルに上記
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で得た好中球を 1 μl（2 ×103 個）注入し，チップに 1列に並べた．好中球を注入した反対側に，
R(+)，陽性コントロールとして N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine(fMLP)10−6M，ジャング
ルハニー溶液 1mg/ml，10mg/mlを 1 μlずつ注入し濃度勾配を作った．37◦Cで 30分間，15秒間
隔で細胞の動きを撮影し，TAXIScan Analyzer 2の Cell Tlackingソフトを用いて，好中球の移動
の方向性と速度を解析した．
2.11 LL/2腫瘍増殖







レンで 5分間静置を 2回の脱パラフィン，100%エタノールで 5分間静置を 2回，70%エタノー






腹腔細胞浮遊液を R(+)で 1.0 × 106個／mlに調製した後，96 well細胞培養プレート (FALCON)
に 1 × 105個／100 μl/well加えた後，R(−)[RPMI1640，500mlに 10%FCS，ペニシリン 100U/ml，
ストレプトマイシン 100 μg/ml]を 100 μl，LPS20 μ g/mlを 100 μl（最終濃度 10 μ g/ml），ジャング
ルハニー溶液 1mg/mlを 100 μl（最終濃度 500 μg/ml），各 wellに添加し，5%CO2 下，37◦C，24
時間培養した．
2.13.2 全 RNAの抽出
培養後，上清を除き，Solution Dを 100 μl加え wellの底に付着した細胞を溶解し回収する操
作を 2回行い，1 wellにつき計 200 μlの培養細胞抽出液を回収した．この細胞抽出液を AGPC
法により全 RNAを抽出した．それぞれの細胞抽出液を 100 μl，H2O-phenol 100 μl，2M-Sodium
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Acetate 10 μl，CIAA 40 μl加え，4◦C，15000 rpm，5分間遠心をした．遠心後，上清 100 μlを取
り，100% エタノール 200 μl を加えて攪拌した後，−80◦C で 15 分間静置した．その後，4◦C，
15000 rpm，30分間遠心後，上清を除き，沈殿に Solution D 300 μl，phenol/CIAA 300 μlを加えて
攪拌後，20◦C，15000 rpm，5分間遠心した．遠心後，上清 300 μlを取り，100%エタノール 700 μl
を加えて攪拌し，−80◦Cで 15分間静置した．4◦C，15000 rpm，20分間遠心後，上清を除き，沈
殿に 75%エタノール1000 μlを加えて攪拌し，4◦C，15000 rpm，10分間遠心した．遠心後，上清
を除き，アスピレーターを用いて減圧乾燥させ，全 RNAを得た．
2.13.3 cDNAの作製
上記で得た，全 RNAに滅菌水 10 μl，random primer（宝酒造）1 μlを加えて攪拌，軽く遠心
し，65◦C で 5 分間静置した後，氷冷中で 5 分間静置した．その後，DTT(invitrogen) 2 μl，5 ×
First-Strand Buﬀer(invitrogen) 8 μl，25mM dNTP 0.8 μl，滅菌水 15.2 μl，MLV (invitrogen) 1 μl加え
て軽く遠心し，37◦Cで 45分間静置し，全 RNAから cDNAへの逆転写反応を行った．その後，
65◦C，10分間でMLVを失活させ，10分間氷冷中で静置し，cDNAを作製した．
2.13.4 PCR (polymerase chain reaction)
IL-1β，TNF-α，MIP-2，RANTES mRNAと β-actin mRNAの発現比率を検討するため，上記で
調製した cDNAサンプル 1 μl，下記の primerの sense，anti-sense(invtrogen)をそれぞれ 0.75 μl，2
× GoTaq Green Master Mix(Promega)10 μl，滅菌水 7.5 μlを加えた．DNA Engine Thermal Cycler用



















上記で増幅させた PCR産物 20 μlを，8%アクリルアミドゲルを用いて，45mAで約 90分，
電気泳動を行った．分子量マーカーは，pBR322DNA-MSP I Digest (BioLabs)を使用した．電気
泳動後，ゲルをエチジウムブロマイド (1 μg/ml) で 20 分間染色し，滅菌水で軽く洗ったあと，
BioDoc-Itシステム (UVP)で泳動画像を取り込んだ．
2.13.6 IL-1β，TNF-α，MIP-2，RANTES及び β-actin mRNAの発現比率
上記で取り込んだ PCR 産物の泳動画像を Scion imageによりデンシトメトリー解析を行い，
IL-1β，TNF-α，MIP-2，RANTES及び β-actinの発現量を求め，β-actinに対する IL-1β，MIP-2，
TNF-α及び RANTES mRNAの発現比率を求めた．
2.14 腹腔細胞の活性酸素（O−2 及び H2O2）の産生
腹腔細胞浮遊液を R(+)で 1.0 × 106個／mlに調整した後，100 μl（1 × 105個）に Hydroethidine
(HE, Polysciences)の最終濃度 10 μM，2’,7’-Dichlorofluorescin diacetate (DCFH-DA，LAMBDA)の
最終濃度が 20mMになるように PBS(+) [Mg2+，Ca2+ を含む PBS，日水製薬]を用いて希釈し，
最終容量を 1mlにした．その後，37◦C，30分間振揺反応させ，反応終了後，PBS(+)を 2ml加
え，1000 rpm，10分間遠心洗浄を 2回行った．上清を取り除き，PBS(+)を 200 μl加え，FACS
を用いて，活性酸素産生細胞陽性比率を測定した．
2.15 統計解析
全ての実験において平均値と標準誤差を求め，値は平均値 (mean) ±標準誤差 (standard error:




PBS投与群 (control)の総細胞数は 1.17 ± 0.11 × 106 個／匹(mean ± S.E.)，ジャングルハニー投
与群の総細胞数は 5.13± 0.28× 106個／匹で，PBS投与群に比べて，ジャングルハニー投与群で
有意 (p < 0.001)な増加が認められた（図 2）．
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図 2 ジャングルハニーによる腹腔細胞数と Dot Plot
1)マウスの腹膜を露出させ，下腹部より冷 PBS 7-10mlを注射筒で注入し，注射筒で腹腔内の PBSを回収
した．その後，トリパンブルーを用いて細胞数を測定した． 2) マウスの腹膜を露出させ，下腹部より冷
PBS 7-10mlを注射筒で注入し，注射筒で腹腔内の PBSを回収した．その後，細胞サイズと細胞内構造を
FACSを用いて解析した．JH: Jungle honey, ***: p < 0.001
3.2 ジャングルハニー投与による Dot Plot及び細胞表面抗原
3.2.1 Dot Plot
PBS投与群に比べて，ジャングルハニー投与群の FSC値 120～400，SSC値 200～800の領域
に細胞集団の出現が認められた（図 2）．
3.2.2 抗原陽性細胞比率 (%)
CD3の陽性細胞比率は PBS投与群 45.07 ± 3.23% (mean ± S.E.)，ジャングルハニー投与群 43.46
± 1.67%，CD11b陽性細胞比率は PBS投与群 46.50 ± 2.56%，ジャングルハニー投与群 42.77 ±
2.36%で両群において有意な差は認められなかった．CD19陽性細胞比率は PBS投与群 66.57 ±
3.04%，ジャングルハニー投与群 69.55 ± 2.34%，NK陽性細胞比率は PBS投与群 62.74 ± 3.97%，
ジャングルハニー投与群 65.20 ± 1.56% で両群において有意な差は認められなかった．一方，
Gr-1陽性細胞比率は PBS投与群 60.94 ± 2.77%，ジャングルハニー投与群 68.86 ± 1.81%で，PBS
投与群と比べ，ジャングルハニー投与群で有意 (p < 0.05)な増加が認められた（図 3）．
3.2.3 抗原発現強度





面に存在する抗原で，B細胞を活性化する．NK: Natural Killer細胞表面に存在する抗原．Gr1: 顆粒球細胞
表面に存在する抗原． *: p < 0.05, **: p < 0.01
± 2.07，CD11b抗原発現強度は PBS投与群 760.26 ± 145.47，ジャングルハニー投与群 454.09 ±
73.99で両群において有意な差は認められなかった．CD19抗原発現強度は PBS投与群 63.47 ±
17.58，ジャングルハニー投与群 65.36 ± 13.47，NK抗原発現強度は PBS投与群 46.82 ± 4.86，
ジャングルハニー投与群 40.02 ± 5.13で両群において有意な差は認められなかった．Gr-1抗原
発現強度は PBS投与群 186.92 ± 21.76，ジャングルハニー投与群 557.07 ± 79.09で，PBS投与群






各走化性因子添加 30 分後の移動好中球数は非添加 13 個，ジャングルハニー (1mg/ml) 添
加 40個，ジャングルハニー (10mg/ml)添加 29個で，非添加に比べて，ジャングルハニー (1，
10mg/ml)添加で移動好中球数の増加が認められた．好中球の平均移動速度は，非添加 0.04 μm/sec，
fMLP (10−6M)添加 0.22μm/sec，ジャングルハニー (1mg/ml)添加 0.17μm/sec，ジャングルハニー
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(10mg/ml)添加 0.12μm/secで，非添加に比べて，fMLP，ジャングルハニー (1，10mg/ml)添加で平均
移動速度の有意 (p < 0.001)な増加が認められた．細胞の方向性 (radian)は，非添加 0.09 rad，fMLP
(10−6M)添加 0.53 rad，ジャングルハニー (1mg/ml)添加0.39 rad，ジャングルハニー (10mg/ml)添







RANTES mRNA発現比率は，非刺激 0.41 ± 0.03 (mean ± S.E.)，LPS刺激 0.83 ± 0.12，ジャン






MIP-2 mRNA発現比率は，非刺激 0.34 ± 0.04 (mean ± S.E.)，LPS刺激 0.49 ± 0.05，ジャングル




腹腔細胞 (1 × 105 コ/100 μl)に LPS (10 μg/ml), JH (500 μg/ml) 100 μlを添加し，24時間培養後，AGPC法によ






した．腫瘍生着率は PBS投与群 100%であったのに対し，ジャングルハニー投与群 20%で，平






















IL-1β mRNA発現比率は，非刺激 0.48 ± 0.04 (mean ± S.E.)，LPS刺激 1.06 ± 0.05，ジャングル
ハニー刺激 0.94 ± 0.06で，非刺激と比べて，LPS刺激とジャングルハニー刺激で有意 (p < 0.001)
な増加が認められた（図 6）．
3.6.2 TNF-α mRNA発現
TNF-α mRNA発現比率は，非刺激 0.64 ± 0.08 (mean ± S.E.)，LPS刺激 0.63 ± 0.06，ジャング
ルハニー刺激 0.47 ± 0.04で，有意な差は認められなかった（図 6）．





て知られている活性酸素の産生について検討した．PBS投与群の O−2 産生細胞比率を 1.0とした
場合，ジャングルハニー投与群 1.16，PBS投与群の H2O2産生細胞を 1.0とした場合，ジャング
ルハニー投与群 1.13で，それぞれ有意 (p < 0.001)な増加が認められ，O−2，H2O2 が抗腫瘍に関
与することが示唆された（図 9）．
3.8 ジャングルハニー分画による腹腔細胞の IL-1β mRNAの発現
ジャングルハニーの活性成分を同定するため，HPLC水系ゲルろ過クロマトグラフィーを用
いて 5つの画分に分け，IL-1β mRNAの発現比率を検討した．IL-1β mRNA発現比率は，非刺激
0.48 ± 0.04 (mean ± S.E.)，LPS刺激 1.06 ± 0.05，ジャングルハニー非分画刺激 0.94 ± 0.06，Fr. 1
刺激 0.67 ± 0.12，Fr. 2刺激 1.11 ± 0.13，Fr. 3刺激 0.42 ± 0.05，Fr. 4刺激 0.58 ± 0.04，Fr. 5刺激
0.64 ± 0.05で，非刺激に比べて，Fr. 2で有意 (p < 0.001)な増加が認められた（図 10）．
3.9 ジャングルハニー分画による LL/2腫瘍細胞の腹腔内移植に対する抗腫瘍効果
平均生存日数は，PBS 投与群 22.50 ± 2.7 日 (mean ± S.E.)，ジャングルハニー非分画投与群
27.60 ± 1.69日，Fr. 2投与群 30.60 ± 1.06日で，PBS投与群に比べて，Fr. 2投与群で有意 (p <
0.05)な平均生存日数の延長が認められた．また，生存率に関しては，PBS投与群 0%，ジャン




***: p < 0.001
110 福田　美樹・宮川真由子・竹内　　実
図 10 ジャングルハニーの分画とその画分 (Fr.) による腹腔細胞の IL-1β mRNA発現
***: p < 0.001




















ルハニー投与群で 4.38 倍の有意 (p < 0.001) な増加が認められた．現在のところ，蜂蜜の腹腔
細胞数への影響に関する報告はされていない．しかし，他の天然成分としては，Chenopodium






析した．Dot Plotへの影響は，ジャングルハニー投与群で FSC 値 120～400，SSC 値 200～800
に PBS投与群には認められない細胞集団の出現が認められた．ジャングルハニーにより増加し
た腹腔細胞の細胞表面抗原への影響を調べるため，抗 CD3抗体，抗 CD11b抗体，抗 CD19抗
体，抗 NK抗体，抗 Gr-1抗体を用いて検討した．ジャングルハニーにより Gr-1陽性細胞比率と



























































ルハニー投与群で，有意 (p < 0.001)な増加が認められた．蜂蜜による活性酸素産生への影響の
報告はないが，天然成分としては，Ganoderma lucidum（マンネンタケ），P.cornucopiae（タモギ







ルハニーの有効成分を同定するため，ジャングルハニーを HPLCで 5つの画分 (Fr.) に分け，各
画分の IL-1βの mRNA発現比率を検討した．IL-1βの mRNA発現の増加は，ジャングルハニー
の Fr. 1，3，4，5では認められなかったが，Fr. 2で有意 (p < 0.001)な増加が認められた．Fr. 2
に IL-1β mRNAの発現活性が認められたので，さらに Fr. 2の抗腫瘍作用についても検討した．
LL/2腫瘍細胞移植後の平均生存日数は，PBS投与群に比べて，ジャングルハニー非分画投与群，
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Fr. 2投与群で増加し，Fr. 2投与群では，有意 (p < 0.05)な平均生存日数の延長が認められた．こ





効果が認められたと報告 [38]されている．ジャングルハニーの有効成分は Fr. 2に存在し，この
Fr. 2の有効成分は計算上，分子量約 261の物質であると推定された．蜂蜜，ロイヤルゼリーの









の有効成分は Fr. 2に存在し，分子量約 261の成分であることが判明した．今後は，ジャングル
ハニーの Fr. 2に含まれる有効成分の同定など，さらなる検討が必要である．
図 12 ジャングルハニーによる免疫活性と抗腫瘍作用の機構
ROS: reactive oxygen species（活性酸素種）
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Jungle honey (JH) is collected from timber and blossom by wild honey bees that live in the tropical
forest of Nigeria. JH is used as a traditional medicine for colds, skin inflammation and burn wounds as well
as general health care. However, the eﬀects of JH on immune functions are not clearly known. Therefore,
we investigated the eﬀects of JH on immune functions and anti-tumor activity in mice. Female C57BL/6
mice were injected with JH (1mg/mouse/day, 7 times intra-peritoneal). After seven injections, peritoneal
cells (PC) were obtained. Anti-tumor activity was assessed by growth of Lewis Lung Carcinoma/2 (LL/2)
cells. PC numbers were increased in JH-injected mice compared with control mice. In Dot Plot analysis
by FACS, a new cell population appeared in JH-injected mice. The percent of Gr-1 surface antigen and the
intensity of Gr-1 antigen expression of PC were increased in JH-injected mice. The new cell population
was neutrophils. JH possessed chemotactic activity for neutrophils. Tumor incidence and weight were
decreased in JH-injected mice. The ratio of reactive oxygen species (ROS) producing cells was increased
in JH-injected mice. The eﬀective component in JH was fractionized by gel filtration using HPLC and
was an approximate molecular weight (MW) of 261. These results suggest that neutrophils induced by
JH possess potent anti-tumor activity mediated by ROS and the eﬀective immune component of JH is
substrate of MW 261.
Keywords: Jungle honey, neutrophil, chemotaxis, anti-tumor activity, immune function
